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論文内容の要旨 
 
諸言 
高等植物において、雄性配偶体である花粉は、花粉母細胞から減数分裂を経て花粉四分子へと
分化する。花粉四分子はカロース膜に包まれており、このカロース膜が花粉発達に伴って減衰し、
最終的にタペート細胞から分泌されるカロース分解酵素によって分解されることで、分割された
小胞子が葯室内に放出される。葯室内に放出された小胞子は、細胞分裂を繰り返し、栄養核と精
細胞を持つ成熟した花粉粒となる。成熟した花粉粒は、葯の裂開によって葯外に放出され、雌し
べの柱頭に付着することで、花粉発芽し、花粉管を雌しべ内へと伸長させていく。花粉の発達に
沿って形成された精細胞が、雌しべ内を伸長して胚珠へと到達した花粉管によって運ばれること
で卵細胞や中央細胞との受精がおこる。花粉の発達から受精に至るまでの過程は、時間的・空間
的に限定された状況下で進行し、多くの特異的な遺伝子が発現することで制御されている。した
がって、特異的に発現する遺伝子群を同定し、それらの機能を調べることにより、配偶体形成か
ら受精に至るまでに進行する諸現象の理解につながることが期待される。 
近年、マイクロアレイや次世代シーケンサーに代表される先端技術の進歩により、大規模かつ
網羅的な遺伝子発現解析がおこなわれ、生殖器官特異的に発現している遺伝子群が明らかになり
つつある。花粉においても特異的発現を持つ遺伝子の解析が進み、花粉特異的遺伝子の解析を総
合すると、植物で発現している全遺伝子のうち約 10%が花粉でのみ特異的に発現していると推測
されている。この点からも雄性配偶体である花粉における発達から受精までの過程は、独特で複
雑な機構が機能していると考えられる。しかし、得られたデータの膨大さに加え、様々な機能が
複雑に絡み合った生体内での機構解析は困難を極めており、遺伝子情報と機能解析データによる
包括的な解析を進めるためには、個々の遺伝子機能を詳細に解析する必要がある。 
そこで本研究は、シロイヌナズナにおける花粉発達、発芽と花粉管伸長に関わる遺伝子の機能
を明らかにすることを目的に、大量解析によって蓄積された花粉特異的遺伝子情報の中から、糖
代謝関連遺伝子である AtUGPase1, 2 とアクチン結合タンパク質遺伝子AtPLIM2s に着目し、それ
らの遺伝子機能について詳細な解析を行った。 
 
第一章 シロイヌナズナの糖代謝関連遺伝子UDP-glucose pyrophosphorylase1, 2 (UGPase1, 2)の機能
解析 
 
背景・目的 
植物の糖代謝における鍵因子の 1 つである UDP-glucose (UDP-Glc)は 2 つの異なる経路により生
成される。1 つはUDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase)依存的な反応経路で、glucose 1-phosphate 
(Glc 1-P)と UTP により UDP-Glc と phosphate を合成する可逆反応により生成される。もう 1 つは
sucrose synthase (SuSy)依存的な反応経路で、スクロースからフルクトースと UDP-Glc を合成する
可逆反応により生成される。これらの代謝経路により生成された UDP-Glc はカロース(β-1, 3-
glucan)とセルロース(β-1, 4-glucan)合成における基質として利用されている。UDP-Glc 生成に必須
である UGPase をコードする遺伝子は、シロイヌナズナのゲノム上では AtUGP1 と AtUGP2 の 2 種
類存在するが、各変異体は栄養生長・生殖生長ともに野生型と同じ表現型を示すため、これら遺
伝子が機能相補していると考えられている。それに対して二重変異体 atugp1 atugp2 では、植物の
矮小化と花粉稔性が消失する表現型が確認されている。しかし、AtUGP1 と AtUGP2 の栄養成長・
生殖成長における詳細な機能と役割は解明されていない。 
第一章では、植物における栄養成長、生殖成長での糖代謝システムにおける UGPase の機能解明
を目的に、シロイヌナズナ T-DNA 挿入変異体（atugp1、atugp2）を用いた逆遺伝学的手法による
UGP 遺伝子の機能解析を行なった。 
 
結果・考察 
植物体の矮小化及び花粉不稔性の原因について、電子顕微鏡による細胞の形態観察を行った。
走査型電子顕微鏡(SEM)による葉表皮細胞の観察により、植物体矮小化の原因が細胞自体の縮小に
よるものであることを明らかにした。透過型電子顕微鏡(TEM)による観察では、葯内の花粉発達を
花粉減数分裂期から花粉一細胞期まで観察し、花粉四分子期のカロース膜が生成されないことで
花粉母細胞が潰れてしまうことが花粉発達異常の原因であることを見出した。それぞれの単独の
変異体(atugp1, atugp2)は、栄養生長・生殖生長ともに野生型と同じ表現型を示すため、二重変異体
atugp1 atugp2 に AtUGP1 あるいは AtUGP2 を遺伝子導入することができれば、遺伝学的に相補性
を確認できると考えた。この遺伝的補完実験では AtUGPase1 と AtUGPase2 のどちらを正常にして
も表現型が回復したことから、AtUGPase1, 2 の機能が重複していることを明らかとした。さらに、
糖添加培地における補完実験において、二重変異体 atugp1 atugp2 をスクロース添加培地で育成す
ると植物体の矮小化は回復したが花粉不稔は回復しなかったのに対して、UDP-Glc 添加培地で育
成した二重変異体 atugp1 atugp2 は花粉不稔も回復した。加えて、通常条件下とスクロース添加培
地で育成した野生型、二重変異体 atugp1 atugp2 の UGPase 活性、UDP-Glc 含有量をそれぞれ測定
したところ、二重変異体 atugp1 atugp2 の UGPase 活性は野生型と比較して通常条件下、スクロー
ス添加培地の両方で低下していたが、UDP-Glc 含有量の減少は通常条件下で育成した二重変異体
atugp1 atugp2 でのみ減少していた。これらのことから、栄養成長では SuSy 経路と UGPase 経路の
両方が機能して UDP-Glc を生成しているのに対し、生殖成長では UGPase 経路のみが機能してい
る可能性を示唆した。 
 
第二章 シロイヌナズナのアクチン結合タンパク質 LIM 遺伝子群における花粉特異的遺伝子
Arabidopsis PLIM2s の機能解析 
 
背景・目的 
花粉の発芽や花粉管の伸長は有性生殖過程において受精を成立させるのに必須である。花粉発
芽や花粉管伸長にはアクチンフィラメントの組織化や動態、小胞輸送、エンド・エクソサイトー
シス、細胞壁の合成や再構築など多くの複雑な細胞内機能が関連しており、特に、アクチンフィ
ラメントの組織化や動態は正常な花粉発芽や花粉管伸長にとって重要な構成要素である。花粉発
芽や花粉管のアクチンフィラメント動態制御には花粉で特異的に発現するアクチン結合タンパク
質(ABPs)遺伝子が関わっており、植物では 4 つのアクチン結合タンパク質(ABPs)ファミリ (ーvillins, 
formins, fimbrins, LIM domain proteins)が知られている。 
LIMs は、ABPs の中でも近年になって見出されてきたABP ファミリーで、アクチンフィラメン
トと直接的に相互作用することが示唆されている。植物のLIMs は植物体全体で発現するWidely 
express LIM genes (WLIMs)と花粉特異的もしくは花粉で強く発現する Pollen express LIM genes 
(PLIMs)がそれぞれサブファミリーとして分類されており、シロイヌナズナ以外にもヒマワリ、タ
バコ、ユリやイネなどで同定されている。シロイヌナズナでは 3 つの PLIMs 遺伝子(AtPLIM2a, 
AtPLIM2b, AtPLIM2c)が同定されている。発現解析および in vitro 実験により、花粉発芽や花粉管伸
長における PLIMs とアクチンフィラメントの関係は明らかになりつつあるものの、生殖における
PLIMs の生物学的機能を明確にするための情報は未だ不明のままである。 
第二章では、シロイヌナズナにおけるこれまでの AtPLIM2s 先行論文に生体内における機能情報
を新しく追加することで AtPLIM2s の生物学的機能を明確化することを目的に、AtPLIM2c, 2a 抑制
個体を作出し、花粉発芽培地における花粉発芽率および雌しべ内における花粉管伸長の in vivo 観
察を行った。 
 
結果・考察 
RNA 干渉による AtPLIM2c, 2a 抑制個体では、AtPLIM2c に加えて AtPLIM2a の発現も抑制されて
いた。AtPLIM2c, 2a 抑制個体の花器官や花粉の生存能力は野生型と比較しても変化は見られなか
ったが、AtPLIM2c, 2a 抑制個体の種子数を野生型と比較したところ有意に減少していた。また、
AtPLIM2c, 2a 抑制個体の長角果内における種子の付き方を観察したところ、長角果下部において
種子の欠損が見られた。続いて、野生型と AtPLIM2c, 2a 抑制個体で相互交配をしたところ、
AtPLIM2c, 2a 抑制個体の花粉を使用した場合のみ、種子数の減少と長角果下部における種子欠損
が見られたことから、AtPLIM2c, 2a が花粉側で機能していると考えた。そのため、AtPLIM2c, 2a 抑
制個体と野生型の花粉培地上での花粉発芽率および雌しべ内における花粉管伸長の速度を観察し
た。その結果、野生型と比較して AtPLIM2c, 2a 抑制個体の花粉発芽率は減少し、花粉管伸長速度
が遅延していた。これらのことから、シロイヌナズナにおいてアクチン結合タンパク質AtPLIM2c, 
2a が、花粉発芽および花粉管伸長にとって重要な因子であることが示唆された。 
 
まとめ 
本研究では、シロイヌナズナの花粉発達、花粉発芽、花粉管伸長について糖代謝関連遺伝子で
ある AtUGPase1, 2 とアクチン結合タンパク質遺伝子 AtPLIM2s をモデルにそれらの遺伝子機能に
ついて解析を行った。その結果、花粉発達における糖代謝システム、花粉発芽、花粉管伸長にお
けるアクチン結合タンパク質の生物学的機能について、それぞれ知見を得ることができた。これ
らの成果は、雄性生殖機構において基盤となる重要な知見であり、今後、大規模かつ網羅的な遺
伝子発現情報を基にしたオミックス解析による生殖機構全容の包括的解析を進める上での一助に
なると考えた。 
 
 
  
論文審査結果の要旨 
 
高等植物において、雄性配偶体である花粉の発達から受精に至るまでの過程は、時間的・空間的に限
定された状況下で進行し、多くの特異的な遺伝子が発現することで制御されている。したがって、特異
的に発現する遺伝子群を同定し、それらの機能を調べることにより、配偶体形成から受精に至るまでに
進行する諸現象の理解につながることが期待される。本研究では、シロイヌナズナにおける花粉発達、
発芽と花粉管伸長に関わる遺伝子の機能を明らかにすることを目的に、糖代謝関連遺伝子である
AtUGPase1, 2 とアクチン結合タンパク質遺伝子AtPLIM2s に着目し、それらの遺伝子機能について詳細
な解析を行った。シロイヌナズナの糖代謝関連遺伝子AtUGPase1, 2 について、二重変異体 atugp1 
atugp2 を用いた逆遺伝学的、分子生物学的手法により、シロイヌナズナにおけるUGP遺伝子の機能解
析を行い、シロイヌナズナの栄養成長と生殖成長における糖代謝システムでは、栄養成長には sucrose 
sythase 経路とUGPase 経路が機能するが、生殖成長ではUGPase 経路のみ機能するという違いを新たに
示すとともに、UGPase が花粉の発達に必要不可欠な酵素であることを証明した。また、シロイヌナズ
ナで花粉特異的に発現するアクチン結合タンパク質遺伝子AtPLIM2s については、AtPLIM2c, 2a 抑制個
体を作出し、逆遺伝学的手法によりAtPLIM2a, 2c 遺伝子の機能解析を行うことで、花粉管伸長におけ
るアクチン結合タンパク質遺伝子AtPLIM2s の生体内機能情報を初めて明らかにし、シロイヌナズナに
おいてアクチン結合タンパク質遺伝子AtPLIM2c, 2a が、花粉発芽・花粉管伸長に重要な因子であるこ
とを示した。 
 
本研究では、シロイヌナズナの生殖過程に対して、糖代謝関連遺伝子とアクチン結合タンパク質遺伝子
をモデルにその遺伝子機能を解析し、花粉発達での糖代謝システム、花粉発芽・花粉管伸長でのアクチ
ン結合タンパク質の生物学的・遺伝学的機能について、新たな知見を得ることができた。これらの成果
は、雄性生殖器官発達の分子機構を解明する上での基盤となる重要な知見であり、自立して研究活動を
行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって、須藤恵亮提出の論文は、
博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。 
